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グリシンは，中枢神経系において主要な抑制系伝達物質としてよく知られている。その受け皿であるグリシン受容
体についても，近年，分子生物学的解析が進んでおり，現在まで，
円口
β サブユニットの塩基配列が明かα3. α2. α 1. 
αl サプユニット mRNAは成熟動物に強く豊富に発現すとなっている。これまでノーザンブロット解析等により，
α3サブユニット mRNA は成熟期にごく弱く発
現すること， βサブユニット mRNA は幼若期より強く発現し成熟期においても豊富な発現がみられることなどが知
られている。本研究では， α2サプユニット mRNA 含有細胞の分布と α l. β サブユニット mRNA の分布を比較検
α2サプユニット mRNA は幼若期に特異的に発現すること，ること，
α2サブユニットより α1サプユニットへのスイッチングが生じている可能討することにより，同一ニューロン内で，
性の有無について検討した。
〔方法ならびに成績〕
オリゴ、cDNA プロープの作成
グリシン受容体 α2サブユニット mRNA の膜貫通部位3 と 4の聞の塩基配列に相補的な2種のオリゴ cDNA プロー
プ (48mer) を作成した。また α 1. β サブユニット mRNA については同様の部位においてそれぞれ1種のオリゴ
cDNA プローブ (48mer) を作成した。プローブの特異性に関しては computer-assisted homology search (Gen 
Bank)'こより確認し fこ O
切片の作成
成熟ラットおよび生後7日の wistar 系雄性ラットを麻酔下にて断頭し，直ちに脳を取り出し，
2. 
ドライアイスにて
凍結する。クライオスタットにて切片を作成し，それをスライドグラスに張り付ける。
In situ hybridization 法3. 
切片を室温に戻した後， 4%パラホルムにて15分間固定し， 4 xSSC バッファーにて洗浄，さらにエタノール系列
湿箱内でα35SdATP にてラベリングし，ハイブリバッファーに加え切片にかける。
265-
にて脱水する。プロープを，
42度にて一晩反応させる。その後， 1XSSCバッファーにて洗浄し，エタノール系列にて脱水後，暗室内にて乳剤
を塗布し，暗箱内で3-4週間オートラジオグラフィーを行う。現像後，対比染色を行い，暗視野及び明視野顕微鏡に
て観察を行う。
4. 観察結果
〔成熟動物〕成熟ラットにおいては， α2サブユニット mRNA 発現はほとんど見られなかった。それに対し α 1，
β サブユニット mRNA は豊富に発現していた。しかし両者の発現パターンは明らかに異なっていた。すなわち，
α1サブユニット mRNA の発現はおもに下位脳に限局するのに対し， β サブユニット mRNA は脳全体に豊富に発
現していた。
〔幼若動物〕生後7日のラットにおいては，グリシン受容体 α2サ 7'ユニット mRNA の豊富な発現が中枢神経全体
に幅広く観察された。三叉神経運動核や，舌下神経核等，成熟ラットにおいて α1サブユニット mRNA の強い発現
の見られる諸核にも α2サブユニット mRNA の豊富な発現が見られ，これら諸核のニューロンにおいては α2サブ
ユニットから α1サプユニットへのスイッチングが行われていることが強く示唆された。しかし， α1サプユニット
mRNA の発現してこない多くの領域にも α2サブユニット mRNA の強い発現が見られ，これらの領域では， α2サ
ブユニットから未知の成熟型 αサプユニットへのスイッチングが考えられた。また， α2サプユニット mRNA の発
現は見られないが， α1サフeユニット mRNA の発現してくる領域もあり，これらの領域では，未知の幼若型 α サブ
ユニットの存在する可能性が考えられた。
〔総括〕
1. ラット中枢神経系におけるグリシン受容体 α2サプユニット mRNA の発現を in situ hybridization 法にて検討し，
α 1， β サプユニット mRNA の分布と比較検討した。
2. α2サプユニット mRNA は，幼若ラットの中枢神経系において幅広く豊富に発現しており， α2サブユニットか
ら α1サプユニットへのスイッチングが起きている可能性が強く示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は，ラット中枢神経系におけるグリシシ受容体各サブユニット遺伝子の発現を in stiu hybridization 法を
用い，発生学的視点も含めて詳細に検討を行ったものである。その結果， α1サブユニット mRNA は下位脳に限局す
る発現を示すが， β サプユニット mRNA や幼若型の α2サブユニット mRNA は，中枢神経系全体に広く発現してい
ることを明かとした。このことは，従来下位脳に限局すると考えられてきたグリシン作動系が，発生初期より脳全体
で重要な役割を果たしていること，また，成熟期の上位脳においてもグリシン作動系が幅広く働いていることを強く
示唆するものである。本研究が中枢神経系における神経伝達機構の解明に大きく寄与したことは疑いのないところで
あり，学位論文に値するものと認める。
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